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STANOVENI OBSAHU S-KAROTENU
SPEKTROFOTOMETRICKOU METODOU

Ucdel a rozsah

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni B-karotenu v krmivech. B-karoten je piirodni
barvivo chemicky patfici do skupiny tetraterpenoidl a je provitaminem vitaminu A.

2

Princip

B-karoten se stanovi po enzymatické hydrolyze smési enzymu pepsin - trypsin v alkalickém
prostredi, rozpusténi v acetonu a néasledné extrakci do hexanu, spektrofotometricky pii vinové
délce 451 nm.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Pepsin, 0,7 FIP-U/mg, napi. Merck, 1.07185.
Trypsin, 1645 U/mg, napt. Fluka, 93615.

Amoniak, NH3z, koncentrovany, p(NHs) = 0,91 g/ml.
Amoniak, NHs, roztok c(NHs) = 6 mol/I.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se odméti 230 ml amoniaku (3), doplni vodou (5)
po znacku a promicha.

Voda ¢ista (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p(HCI) = 1,18 g/ml.
Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢(HCI) = 6 mol/I

Ptiprava: Do 500ml odmémé banky se odméti 256 ml kyseliny chlorovodikové (6),
doplni vodou (5) po znacku a promicha.

Aceton.

n-Hexan.

Siran sodny, bezvody.

Oxid hlinity, aktivita I.

Ptiprava: 100 g oxidu hlinitého se deaktivuje smisenim se 12 ml vody (5) 2 h pred
pouzitim.

Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna sil, dihydrat (EDTA).

Kyselina askorbova, CeHgOes.
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Poznamky
1 n-Hexan a aceton jsou nebezpecné horlaviny I. tridy, proto pri jakékoli manipulaci

S nimi je nutné dodrzovat bezpecnostni pravidla.

4 Piistroje a pomucky

Spektrofotometr vhodné konstrukce pro meéteni pii vinové délce 380 az 540 nm
a kyveta o optické délce 10 mm.

2 Chromatograficka kolona sklenéna.

3 Kelimek filtra¢ni sklenény s filtra¢ni vlozkou o porozité Sa.
4 Délici nalevka na 250 ml.

5 Vodni lazen.

5 Pracovni postup

Do 50ml vysoké kadinky se navazi 1,0 g az 5,0 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g, ptida se
dvojnasobné mnozstvi vody (5) a na kazdé 2 g vzorku 400 mg pepsinu (1) a 400 mg trypsinu
(2), 100 mg kyseliny askorbové (13), 100 mg EDTA (12) a 5 ml az 10 ml roztoku amoniaku
(4). Smeés se promicha ty¢inkou a oplachne se vodou. Kadinka se ponofi do vodni lazné (5)
vytemperované na 50 °C a zahtiva se 30 min. Poté se kadinka se vytemperuje na laboratorni
teplotu, pfidd se michadlo a pH se upravi pomoci pH-metru a roztoku kyseliny
chlorovodikové (7) na hodnotu pH 3 - na 1 ml amoniaku se ptida asi 1 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (7). Obsah kadinky se kvantitativné pifevede co nejmenSim objemem vody
na filtra¢ni kelimek (3) a proplachuje se opatrné acetonem (8) za snizeného tlaku tak dlouho,
az je filtrat bezbarvy. Obsah banky se ptevede do délici nalevky (4), piida se 25 ml hexanu (9)
a tfepe se asi 10 s.

Féaze se nechaji rozd¢lit, poté se piida asi 5 ml vody (5) a promicha se krouzivym pohybem
bez rozttepavani. Tento krok s pifidavkem vody (5) se opakuje jeSt€ 2 x. Vodna faze
se pievede do druhé délici nalevky (4) a hexanovy extrakt se ptevede do 50ml odmérné banky
ptes vrstvu bezvodého siranu sodného (10). K vodné fazi se ptidd 20 ml hexanu (9) a tfepe
seasi 10 s. Po rozdéleni fazi se vodna faze odpusti do odpadu a hexanova faze se spoji
s prvnim podilem v 50ml odmérné bafice pies vrstvu bezvodého siranu sodného (10), ktery
se proplachuje hexanem (9) do 50ml odmérné banky po znacku.

Obsah odmérné baiky se promicha a proméii se absorpéni spektrum od 380 nm do 540 nm
v kyveté optické délky 1 cm. U ziskan¢ho spektra o dvou maximech, A1 = 450 nm a A2 =
477 nm, se provede zkouska totoznosti - pomér absorbance A1/A2 je v intervalu 1,16 + 1,18.

V piipadé, Zze nevyhovuje zkouska totoznosti, musi se odstranit pfitomné xanthophyly.
Na chromatografickou kolonu (2) se nanese suspenze oxidu hlinitého (11) a hexanu (9) tak,
aby vySka sloupce oxidu hlinitého byla vysokd asi 5 cm a nechd se sedimentovat. Hexan (9)
se odpusti pravé ke sloupci oxidu hlinit¢ho tak, aby nedoSlo kjeho vyschnuti.
Na chromatografickou kolonu se nanese 5 ml hexanového extraktu a f-karoten se eluuje
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do 25ml odmérné banky hexanem (9) po znacku. Obsah odmérné barnky se promicha a opét se
promé&ii absorpéni spektrum od 380 nm do 540 nm v kyveté optické délky 1 cm. U ziskaného
spektra o dvou maximech, A1 = 450 nm a A2 = 477 nm, se provede zkouska totoznosti - pomer
absorbance A1/Az je v intervalu 1,16 + 1,18.

6 Vypocet
Obsah B-karotenu X v mg/kg se vypocita podle vztahu
3,86x 4,5, xV xR
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Asso je absorbance extraktu pii vinové délce 450 nm v kyveté optické délky 1 cm,

\ objem hexanu extraktu v ml,
R fedéni,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

3,86 absorbanéni koeficient B-karotenu A° [450 nm, hexan] = 2592.
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Obriazek 1. Absorb¢éni kiivka B-karotenu.
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